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1． 要約 1 
 2 
【研究背景】血管内皮は、内皮由来弛緩因子（endothelium-derived relaxing factor: EDRF）、3 
すなわち、一酸化窒素（nitric oxide: NO）、プロスタサイクリン（prostacyclin: PGI2）、4 
内皮依存性過分極 （endothelium-dependent hyperpolarization: EDH）因子を産生、遊離5 
することで、血管トーヌスを調整している。その中でも、EDH は微小血管において6 
重要な役割を担っている。EDH の主要な因子の一つとして、過酸化水素（hydrogen 7 
peroxide: H2O2）が同定されており、血管内皮においては一酸化窒素合成酵素 （nitric 8 
oxide synthase: NOS）の三つ全てのアイソフォーム、すなわち、内皮型 NOS（endothelial 9 
NOS: eNOS）、神経型 NOS（neuronal NOS: nNOS）、誘導型 NOS がその産生源となっ10 
ている。近年、冠微小血管と左室拡張機能障害の関連が報告されているが、特に冠微11 
小循環における EDH と左室拡張機能障害の関連は未だ十分に明らかになっていない。12 
本研究は冠微小循環における EDH の役割および、左室拡張機能障害との関連を調べ13 
ることが目的である。 14 
【研究方法】摘出心灌流実験を行い、冠微小循環における EDH の寄与度を評価した。15 
EDH 型血管弛緩反応は、PGI2 および NO それぞれの阻害目的に、シクロオキシゲナ16 
ーゼ阻害薬であるインドメタシン（Indo）、NOS 阻害薬である N-ニトロ-L-アルギニ17 
ン（L-NNA）の存在下（EDH 条件）で、内皮依存性弛緩反応を惹起するアゴニスト18 
であるブラジキニンを投与し、血流増加量を測定することで評価した。野生型（WT）19 
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マウスとして C57BL6 マウスを用い、また、eNOS-knockout（KO）マウス、nNOS/eNOS-1 
ダブル-KO（n/eNOSKO）マウスを用いて、EDH 型弛緩反応を比較した。また、心臓2 
機能を評価するために、心臓超音波検査を行った。 3 
【結果・考察】野生型マウスと比較して、EDH 型血管弛緩反応は eNOS-KO マウスで4 
増加していたが、n/eNOS-KO マウスでは eNOS-KO マウスと比較して有意に EDH 型5 
血管弛緩反応が減弱しており、eNOS-KO マウスでは nNOS による代償により、EDH6 
型血管弛緩反応が増強されていることが示された。また、EDH 型血管弛緩反応は H2O27 
のスカベンジャーであるカタラーゼの投与により、いずれのマウスにおいても有意に8 
減弱していた。すなわち、H2O2 が冠微小循環においても、EDH の主要な因子として9 
働いていることが示され、eNOS-KO マウスにおける冠微小循環の恒常性維持に対す10 
る nNOS 由来 H2O2の代償的役割が示された。eNOS-KO マウス、n/eNOS-KO マウスで11 
は WT マウスと比較して、高血圧、心重量の増加を示した一方で、eNOS-KO マウス12 
および n/eNOS-KO マウス間ではそれらに有意な差を認めなかったことから、13 
eNOS-KO マウス、n/eNOS-KO マウスは同程度の高血圧、心肥大を呈することが示さ14 
れた。心臓超音波検査では、n/eNOS-KO マウスでは左室拡張機能障害を認める一方で、15 
eNOS-KO マウスの左室拡張機能は正常であった。以上から、eNOS-KO マウスと16 
n/eNOS-KO マウスでは同程度の高血圧、心肥大を認めるものの、左室拡張機能障害は17 
n/eNOS-KO マウスでのみ生じ、nNOS が左室拡張機能に対して代償的な保護的役割を18 
担っていることが示唆された。心臓の組織学的な評価では eNOS-KO マウス、19 
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n/eNOS-KO マウスでは心筋細胞の肥大化、心筋線維化、毛細血管密度の低下を認めた1 
が、それらは eNOS-KO マウス、n/eNOS-KO マウス間では有意差を認めなかった。一2 
方で、左心室における蛋白解析の結果、酸化的に活性化することで左室拡張機能を調3 
整する蛋白質であるプロテインキナーゼ G（PKG）Ⅰは、eNOS-KO マウスでは、4 
n/eNOS-KO マウスと比較して、有意な酸化的活性化の亢進を示した。また、eNOS-KO5 
マウスでは、n/eNOS-KO マウスと比較して、PKGⅠの酸化的活性化により特異的に6 
リン酸化され、左室拡張機能に関与するとされるホスホランバンのセリン 16 番リン7 
酸化部位のリン酸化が有意に増強されていた。以上から、eNOS-KO マウスでは nNOS8 
由来 H2O2 の代償的な役割により、心筋細胞の PKGⅠを酸化的に活性化させること9 
で、左室拡張機能が維持されている可能性が示唆された。 10 
【結論】冠微小循環において EDH 因子/H2O2は NO とともに冠微小循環の恒常性の維11 
持において重要な役割を担っており、また、eNOS が欠損した状態では、nNOS 由来12 
EDH 因子/H2O2が PKGⅠの酸化的活性化を介して、左室拡張機能を保護している可13 
能性が示唆された。14 
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2．略語リスト 1 
 2 
BK; bradykinin: ブラジキニン 3 
EDH; endothelium-dependent hyperpolarization: 内皮依存性過分極反応 4 
EDRF; endothelium-derived relaxing factor: 内皮由来弛緩因子 5 
H2O2; hydrogen peroxide: 過酸化水素 6 
Indo; indomethacin: インドメタシン 7 
L-NNA; N

-nitro-L-arginine: N

-ニトロ-L-アルギニン 8 
NO; nitric oxide: 一酸化窒素 9 
NOS; endothelial nitric oxide synthase: 一酸化窒素合成酵素 10 
eNOS; endothelial NOS: 内皮型一酸化窒素合成酵素 11 
nNOS; neuronal NOS: 神経型一酸化窒素合成酵素 12 
iNOS; inducible NOS: 誘導型一酸化窒素合成酵素 13 
PGI2; prostacyclin: プロスタサイクリン 14 
PLN; phospholamban: ホスホランバン 15 
 PKGⅠ; protein kinase GⅠ: プロテインキナーゼ GⅠ16 
SNP; sodium nitroprusside: ニトロプルシドナトリウム  17 
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3．研究背景 1 
 2 
血管内皮は内皮由来弛緩因子（EDRF）や内皮由来収縮因子をそれぞれ産生、遊離3 
することで血管トーヌスの調整を行っている（図 1）。EDRF には血管拡張性プロスタ4 
グランジン、一酸化窒素（NO）および内皮依存性過分極反応（EDH）因子の 3 つの5 
因子がある 1)。プロスタグランジン類のうち、血管に対する作用を有するものは、血6 
管収縮性プロスタグランジンおよび血管拡張性プロスタグランジンに分かれる。この7 
うち、血管内皮で産生され、EDRF の因子として働く血管拡張性プロスタグランジン8 
がプロスタサイクリン（PGI2）である
2)。また、NO は NO 合成酵素（NOS）から産9 
生される。血管内皮には、三つ全ての NOS のアイソフォーム、すなわち、内皮型 NOS10 
（endothelial NOS; eNOS）、神経型 NOS（neuronal NOS; nNOS）、誘導型 NOS（inducible 11 
NOS; iNOS）が存在することが知られており 3)、いずれも EDRF としての NO の産生12 
源として役割を果たしている 3) 4)。EDH 因子は、PGI2および NO が阻害された条件に13 
おいても、なお残存する血管弛緩反応を誘導する因子であると定義され、血管平滑筋14 
の過分極反応を誘導することで血管弛緩反応が惹起される。EDH 因子は動物種、血15 
管床などにより異なり、複数の因子が存在することが知られている。アラキドン酸代16 
謝経路産物であるエイコサトリエン酸 5) 6) や、ギャップ結合 7)、K＋イオン 8)、硫化水17 
素 9)などが EDH 因子として作用することが報告されているが、的場らは、動物及び18 
ヒトの抵抗血管において、内皮由来の過酸化水素（H2O2）が EDH の主要な因子の一19 
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つとして作用していることを報告している 10)-12) 。内皮由来 H2O2は血管平滑筋に存在1 
するプロテインキナーゼ GⅠ（PKGⅠ）をジスルフィド結合による二量体化を介し2 
て酸化的に活性化させることで、血管平滑筋の過分極反応を引き起こし、血管を弛緩3 
させる 1) 13) 。また、下川らは、EDRF の寄与度が血管径に応じて異なっていることを4 
発見し、報告している 14) 。図２は、ラットの摘出血管を用いた等尺性張力測定実験5 
の結果を示している。内皮依存性血管弛緩反応を引き起こすアゴニストである6 
Acetylcholine の濃度を横軸に、血管の弛緩度を縦軸に取り、各種阻害薬を用いて用量7 
反応曲線を見ている。阻害薬非存在下における曲線と、PGI2による血管弛緩反応の阻8 
害目的に Indomethacin （Indo）を使用した条件における曲線で囲まれた弛緩成分（曲9 
線下面積の差）を PGI2による弛緩成分とする。Indo 存在下、および Indo にさらに NO10 
産生阻害目的に N-ニトロ-L-アルギニン（L-NNA）を使用した条件における曲線で囲11 
まれた成分を NO による弛緩成分とする。さらに Indo と L-NNA の存在下における曲12 
線、Indo と L-NNA に加え、さらに血管平滑筋の過分極反応、すなわち EDH による血13 
管弛緩反応を阻害する目的のため、過分極反応に関与するカリウムチャネルを阻害す14 
る塩化カリウム（KCL）を添加した条件における曲線で囲まれた成分を EDH による15 
血管弛緩成分とする。この図は左から順に、大動脈、腸間膜動脈近位部、腸間膜動脈16 
遠位部の血管を用いた実験結果であり、右側に行くにつれ、血管径のより細い血管を17 
用いた実験の結果を示している。PGI2成分はいずれの血管においても血管反応におけ18 
る寄与度は少ない。NO 成分は血管径が小さくなるにつれ、その寄与度は低くなって19 
   
9 
 
いる。一方で EDH 成分は血管径が小さくなるにつれ、その寄与度が増している。以1 
上の結果からは、PGI2は血管径にかかわらず、寄与度は低いがほぼ一定の役割を担っ2 
ている一方で、導管血管などの太い血管においては、NO が主要な弛緩因子として働3 
き、血管径が細くなるにつれ、EDH の寄与度が増す、つまり微小な血管においては4 
EDH が主要な弛緩因子として役割を果たしている（図 3）1)。また、高木らは、導管5 
血管における NO の産生源である NOS の 3 つのアイソフォーム、すなわち eNOS、 6 
nNOS、iNOS を段階的にノックアウトさせたマウスの腸間膜動脈を用い、図２と同様7 
に等尺性張力測定実験を行い、微小な血管における各種 NOS の役割を検討している8 
（図 4）3)。微小血管において、eNOS をノックアウトさせることで、EDH 型弛緩反9 
応が減弱し、さらに nNOS、iNOS を段階的に欠損させた（n/eNOS ダブルノックアウ10 
ト、n/i/eNOS トリプルノックアウト）マウスにおいて、NOS のノックアウトに応じて、11 
段階的に EDH 型弛緩反応が減弱し、全ての NOS のアイソフォームをノックアウトさ12 
せたマウスにおいては、EDH 型弛緩反応がほとんど見られなくなることを発見し、13 
いずれのNOSのアイソフォームも EDH因子の産生源としての役割を担っていること14 
を示した。以上から、NOS は、導管血管などの血管径の大きい血管では NO の産生源15 
として機能する一方で、抵抗血管などの微小な血管においては、EDH 因子の産生源16 
としての役割を担い、血管径に応じた生物学的多様性を有することがわかっている17 
（図 5）。微小な血管、すなわち抵抗血管レベルにおいて、EDH が主要な役割を有し18 
ていることから、EDH は体循環において、血圧および臓器灌流の調節を担っている19 
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ことが想定される 1) 。よって、EDH は心臓の灌流においても重要な役割を果たして1 
いると考えられる。冠動脈微小循環において EDH は、心筋酸素需要に応じた冠血流2 
量の調節を行うための血管反応である代謝性充血反応 15)、冠動脈内圧に応じた血管ト3 
ーヌスの自己調節能 16)、冠動脈の閉塞が時間をおいて解除された際に起こる心筋障害、4 
いわゆる心筋虚血再灌流障害に対する心筋保護機構 17) に関与していることが報告さ5 
れているが、冠微小循環における EDH の役割は未だ十分には解明されていない。 6 
心不全とは、「心機能障害が生じて、心ポンプ機能の代償機転が破綻した結果、呼7 
吸困難、倦怠感や浮腫が出現し、それに伴い、運動耐容能が低下する臨床症候群」と8 
定義される 18)。心不全は大きく分けて、収縮機能障害を伴った心不全および収縮機能9 
が保たれた心不全がある（表）19)。収縮機能障害を伴った心不全は、心拍出量が低下10 
し、その代償反応として心腔拡大、左室拡張末期圧の上昇を伴っているのが特徴であ11 
り、また、収縮機能が保たれた心不全は、左室の拡張機能障害がその主な原因であり、12 
左室の容量に対して、左室の拡張が不十分であるため、左室拡張末期圧が上昇してい13 
るのが特徴である。いずれの心不全もこのような病態により、肺うっ血や静脈還流圧14 
の上昇を来たし、上記の定義に記載された症状を呈する。長年、収縮機能障害が心不15 
全の主な原因であると考えられてきたが 20)、近年は高齢化に伴い、拡張機能障害が主16 
病態である収縮機能が保たれた心不全の有病率が増加してきており、心不全の原因の17 
半数以上を占めるようになってきた 21)。以前は、収縮機能が保たれた心不全は収縮機18 
能障害を伴う心不全と比較して予後良好と考えられてきたが 18)、近年の研究では、そ19 
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の予後が収縮機能障害を伴う心不全とほとんど変わりないことが報告されており 20) 1 
22)、拡張機能障害も収縮機能障害と同様に心不全における重要な病態であることが認2 
識されてきている（図６）。収縮機能障害を伴う心不全はその治療薬として、β受容3 
体遮断薬や心不全の原因となる心筋リモデリングに関与するレニン－アンギオテン4 
シン－アルドステロン系を阻害する薬剤であるアンギオテンシン転換酵素阻害薬、ア5 
ンギオテンシン受容体遮断薬、アルドステロン拮抗薬が有効であり、広く臨床で用い6 
られている 18)。一方で、拡張機能障害が主病態である収縮機能が保たれた心不全に対7 
しては、上記の薬剤の予後改善効果は十分には示されていないため 23)、症状を軽減さ8 
せるような対症療法的な治療や、高血圧などの心不全を悪化させるような併存疾患に9 
対する治療によりコントロールを行っているのが現状であり、拡張機能障害の十分な10 
病態の解明および新規治療薬の開発が望まれている。近年、拡張機能障害の機序の一11 
つとして、冠微小血管の内皮機能障害および酸化ストレスが関与していることが報告12 
されている 24)。このように酸化ストレスの原因である活性酸素種（ROS）（H2O2など）13 
はほとんどの場合、拡張機能障害の原因として想定されてきた。しかし、Scother ら14 
は、ROS が酸化反応により心筋細胞の PKGⅠの二量体化を惹起し、活性化させるこ15 
とで、心筋機能に関与する細胞内 Ca2+調節機構を介した拡張機能の維持に寄与してい16 
ることを示し 25)、生理学的な濃度の ROS は拡張機能の維持に必要であることが示さ17 
れた。これらの報告からは、冠微小循環における血管内皮由来 H2O2 が、心筋に対し18 
ては拡張機能保護という役割を担っているという可能性が示唆される。  19 
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4．研究目的 1 
 2 
冠微小循環において、EDH が重要な役割を果たし、心臓拡張機能の維持に関与して3 
いるという仮説を基に、冠循環における EDH の役割を、特に左室拡張機能という点4 
に着目して、検討を行うことである。  5 
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5．研究方法 1 
 2 
5-1．動物モデル 3 
本研究は、東北大学動物実験倫理委員会（2018MdA-182、2018MdA-188）の審査を4 
経て承認された。本研究では 12～16週齢のオスマウスを用いた。eNOS欠損（eNOS-KO）5 
マウスは P.Huang（Harvard Medical School, Boston, MA, USA）より提供され、C57BL/66 
と 10 世代の戻し交配を行った。また、nNOS および eNOS をともに欠損させた7 
（n/eNOS-KO）マウスは、eNOS-KO マウスと nNOS 欠損（nNOS-KO）マウスを交配8 
させることで作成した 26)。C57BL/6 マウスは CLEA Japan（Tokyo、Japan）から購入し、9 
野生型（WT）マウスとして使用した。全ての動物は、委員会によって構成された規10 
則に従って飼育し、通常の飼料を与え、12 時間の明暗サイクルで管理した。 11 
 12 
5-2．Langendorff 式灌流心実験 13 
 冠微小循環における EDRF の役割を評価するために、既報に従い、摘出心灌流実験14 
を行った 27)-29)。摘出心における凝血を防ぐ目的で、ヘパリン（500 units）の腹腔内注15 
射を行い、その 10 分経過後に、ペントバルビタールナトリウム（50 mg/kg）を腹腔16 
内注射することで、マウスを安楽死させた。そして、目視下で開胸し、上行大動脈か17 
ら弓部大動脈とともに心臓を摘出し、冷却した Krebs-Henseleit 緩衝液（KHB）に移18 
した。その中で、顕微鏡を用いながら大動脈周囲の組織を取り除いた後、21 ゲージの19 
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鈍な針を大動脈に挿入し、絹糸を結紮することで、大動脈を針に固定させた。次いで、1 
Langendorff 式灌流心実験装置（Model IPH-W2、Primetech Corporation、Tokyo、Japan）2 
に摘出心を針とともに取り付け、37℃に加温し、95％酸素及び 5％二酸化炭素を通気3 
した KHB を 2.0 ml/min の流量で冠動脈に逆行性に灌流させた（図７）。心臓を灌流装4 
置に取り付けた後、保温目的に 37℃の温水を灌流することで温められた囲いで覆った。5 
その状態で10分間の安定化を行った後、心臓を400回/分でペーシングを行いながら、6 
80 mmHg の定圧で灌流を開始した。冠血流量は実験装置の回路の途中に装備された超7 
音波流量計（FLSC-01、Primetech）を用いて計測し、LabChart 7.0 ソフトウェアのコ8 
ンピュータベース分析システムによって解析した。内皮依存性血管弛緩反応および内9 
皮非依存性血管弛緩反応を評価するために、ブラジキニン（BK、10-6 mol/L）および10 
ニトロプルシドナトリウム（SNP、10-5 mol/L）をそれぞれ血管弛緩アゴニストとして11 
使用した。BK は血管内皮に存在する受容体に作用し、各種 EDRF の産生を惹起する。12 
よって、内皮を介する血管弛緩反応、すなわち内皮依存性弛緩反応を評価する目的で13 
使用した。また、SNP は NO ドナーであり、血管平滑筋に直接作用し、NO による血14 
管平滑筋の弛緩に関わる sGC/cGMP/PKG経路を活性化し、血管の拡張をもたらす 30)。15 
よって、内皮を介さない血管弛緩反応、すなわち内皮非依存性弛緩反応を評価する目16 
的で SNP を使用した。実験装置の回路の途中には、二つのチャンバーが並列に設置17 
されている。一方はアゴニストの入っていないチャンバーであり、安定化が終わるま18 
での間はこのチャンバーを流れる灌流液を心臓に灌流した。もう一方のチャンバーに19 
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はアゴニストを入れ、安定化終了後に回路の途中にある三方活栓を切り替えることで、1 
心臓へのアゴニスト投与を行った。インドメタシン［シクロオキシゲナーゼ（COX）2 
阻害剤］、 N-ニトロ-L-アルギニン（NOS 阻害剤）をそれぞれ PGI2、NO の阻害目的3 
に使用した。これらは灌流液中に溶解させ、回路を通って心臓に灌流させることで、4 
投与した。インドメタシンはアラキドン酸からプロスタグランジン類が産生される過5 
程で働く酵素である COX を抑制する薬剤であり、血管拡張性プロスタグランジンお6 
よび血管収縮性プロスタグランジンを含む、種々のプロスタグランジンの産生を阻害7 
する 31)。本研究では PGI2の阻害目的にインドメタシン（10
-5
mol/L）を使用した。L-NNA8 
は NOS における NO 合成に必要である L-アルギニンの誘導体であり、NOS の NO 合9 
成作用を競合的に阻害する。よって、NO の阻害目的に L-NNA（10-4 mol/L）を使用10 
した。EDH 型弛緩反応は Indo と L-NNA の存在下において、なお残存する弛緩反応と11 
して計測、評価を行った 32)。EDH因子の産生源はNOS由来であることは前述したが、12 
L-NNA は EDH 因子の元となる NOS 由来のスーパーオキシドアニオン（O2−）の産生13 
を阻害しないため 33)、NOS 由来の EDH 因子による EDH 型弛緩反応の評価が可能で14 
ある。H2O2阻害目的にその特異的なスカベンジャーであるカタラーゼ（Cat、750 U/ml）15 
を用いた 32)。冠血流量（mL/分）は心重量（g）により補正した。定常状態の冠血流16 
量は血管弛緩アゴニスト投与前の冠血流量と定義し、冠血流増加量は血管弛緩アゴニ17 
スト投与後の最大冠血流量と定常状態の冠血流量の差として計算した（図８）。 18 
5-3．心臓超音波検査および血圧測定 19 
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既報に従い、心臓超音波検査による心機能評価を行った 34)。超音波検査装置は Vevo 1 
2100 Imaging System (Visulasonics、Toronto、Canada)を用いた。マウスをイソフルラン2 
の吸入により麻酔し、保温された台の上で仰臥位にした状態で計測を行った。左室壁3 
厚（心室中隔及び左室後壁）、左室駆出率、左室内径短縮率は乳頭筋レベルで M モー4 
ドを用いて計測した。また、ドップラー法を用いて僧帽弁流入速波形から拡張早期波5 
（E 波）と心房収縮期波（A 波）を計測し、また、僧帽弁輪運動速波形から僧帽弁輪6 
後退速度（e’波）を計測し、E/A、E/e’を算出することで、左室拡張機能の評価を行7 
った。イソフルランの濃度を調節する（0.5 -1.0 %）ことで、心拍数の調整を行い、心8 
収縮機能および心拡張機能はそれぞれ、おおよそ 500 回/分、450 回/分の心拍数下で9 
評価された。血圧は tail-cuff system（Muromachi Kikai Co, Ltd、MK-2000ST NP-NIBP、10 
東京、日本）を用いて、麻酔をかけない状態で計測した 28)。 11 
 12 
5-4．組織学的分析 13 
マウスを KHB で生理的な圧力で灌流した後に、心臓を単離した。その後、10%ホ14 
ルムアルデヒド溶液で、24 時間、室温振盪し、固定を行った。エタノールによる脱水15 
後、心臓をパラフィンに包埋し、3 m の厚さに薄切し、切片を作製した。切片に対16 
し Hematoxylin-Eosin（HE）染色、Masson-Trichrome（MT）染色、あるいは抗 CD3117 
抗体（1:400、Abcam、Cambridge、UK）を用いた免疫染色を行った。心筋細胞断面積18 
は、コンピュータ補助イメージングシステム（BX51、Olympus、Tokyo、Japan）を用19 
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い、HE 染色後の切片より取得した画像から、明瞭な細胞核が見られる左室の心筋細1 
胞の横断面の輪郭を Image J software［National Institutes of Health（NIH）、Bethesda、2 
MD、USA］を用いてトレースすることで解析した。心筋線維化および毛細血管密度3 
はそれぞれ MT 染色、抗 CD31 抗体による免疫染色後の切片から、BZ-9000 series 4 
All-in-One Fluorescence Microscope（KEYENCE、大阪、日本）を用いて画像を取得し、5 
Hybrid Cell Count program of BZ-X analysis application （KEYENCE）を用いて解析した。 6 
 7 
5-5．ウエスタンブロット法 8 
 既報に従い、以下のようにウエスタンブロット法を行った 35)。KHB で灌流後、単9 
離心臓から心房および右心室を除去し、左心室のみの状態にした上で、液体窒素で急10 
速凍結させた。次いで、凍結した心臓を、プロテアーゼ阻害剤カクテル（Sigma-Aldrich、11 
St. Louis、MO、USA）を含んだ組織蛋白質抽出試薬（T-PER、Thermo-Fisher、Rockford、12 
IL、USA）で溶解した。その際、PKGⅠの単量体及び二量体の解析用には還元剤を13 
含まず、チオール基修飾試薬であるマレイミド（100 mmol/L）を添加した抽出試薬を14 
用い 13)、その他の蛋白質の解析用には還元剤を含み、マレイミドを添加していない抽15 
出試薬を用いた。次いで、それらをホモジネート及び音波破砕し、遠心分離した。遠16 
心分離後、上清をドデシル硫酸ナトリウム - ポリアクリルアミドゲル電気泳動17 
（SDS-PAGE）により分離し、ポリフッ化ビニリデン（PVDF）膜（GE Healthcare、Fairfield 18 
County、CT、USA）に転写し、室温で 1 時間ブロッキングした。使用した一次抗体は19 
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以下の通りであった。PKGⅠ［PKGⅠ（1:500）、Santa Cruz］、phospholamban ［PLN1 
（1:5000）、Thermo Fisher Scientific］、pSer16-PLN（1:1000、Abcam）、sarco/endoplasmic 2 
reticulum Ca
2+
-ATPase 2a ［ SERCA2a （ 1:1000 ）、 Thermo Fisher Scientific ］、3 
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase［GAPDH（1:5000）、Cell Signaling Technology］。4 
蛋白質を含む領域を、強化化学発光系（ECL Prime Western Blotting Detection Reagent、5 
GE Healthcare）を用いて可視化した。デンシトメトリー分析は、Image J Software（NIH）6 
により解析した。 7 
 8 
5-6．試料 9 
 SNP は丸石製薬（大阪、日本）より購入し、その他の試薬は Sigma-Aldrich から購10 
入した。 KHB のイオン組成は以下のとおりであった（単位は mmol/L）。 Na + 144、11 
K
 +
 5.9、Mg2 + 1.2、Ca2 + 2.5、H2PO4
- 
1.2、HCO3
- 
24、Cl- 129.7、グルコース 5.5。 KHB12 
は 95%酸素と 5%二酸化炭素の混合ガスで通気することで、pH が約 7.4 となることを13 
確認した。 14 
 15 
5-7．統計解析 16 
全ての結果は、平均値±標準誤差で表した。図内の（）の内は実験に用いたマウス17 
の匹数である。 3 つ以上の群の平均値の比較は、一方向 ANOVA、複数比較のため、18 
Tukey 検定によって解析した。阻害薬非存在下、Indomethacin (Indo)、Indo+L-NNA(I+L)、19 
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I+L+Catalase の 4 群の比較に限っては、各群の分散の違いを考慮して対比較の t 検定 1 
(Welch's t-test)を行い、検定の多重性の補正は Holm の方法によって行った。解析結果2 
は、P <0.05 の値をもって、統計学的に有意であると判定した。  3 
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6．研究結果 1 
 2 
6-1．定常状態の冠微小循環における内皮由来弛緩因子の役割 3 
 定常状態の冠微小循環における EDRF の役割を評価するために、阻害薬非存在下4 
（コントロール）、Indo 存在下（NO+EDH 条件）、Indo および L-NNA 存在下（EDH5 
条件）の 3 つの条件において冠血流量を評価した 20)-22)。WT マウスにおいては、定常6 
冠血流量は NO+EDH 条件において、有意に増加していた（図 9A）。WT マウスの定7 
常冠血流において血管収縮性プロスタグランジンが関与していることが示唆された。8 
WT マウスの EDH 条件においては、WT マウスのコントロールおよび NO+EDH 条件9 
と比較して、定常冠血流量は優位に低下していた。すなわち、NO が WT マウスの定10 
常冠血流の維持に寄与していることが示された。EDH 条件における eNOS-KO マウス11 
の定常冠血流量は、eNOS-KOマウスのコントロールおよびNO+EDH条件と比較して、12 
有意に低下していた一方で、NO+EDH 条件の定常冠血流量は、コントロールと同等13 
であった（図 9A）。これらの結果からは、eNOS-KO マウスにおいても、NO が定常状14 
態の冠血流に寄与していることが示された。EDH 条件における n/eNOS-KO マウスの15 
定常冠血流量はコントロールと比較して、有意に低下した一方で、NO+EDH 条件の16 
定常冠血流量との間には有意差を認めなかった（図 9A）。また、H2O2が冠微小循環の17 
定常冠血流において EDH 因子として働いているかを調べるために、EDH 条件にさら18 
に H2O2 の特異的スカベンジャーであるカタラーゼを加えた条件についても定常冠血19 
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流量を比較検討した（図 9A）。いずれの遺伝子型においても、EDH 条件と EDH 条件1 
にカタラーゼを加えた条件における冠血流量に有意差を認めなかった。すなわち、2 
H2O2は冠微小循環の定常冠血流には EDH 因子として寄与していないことが示された。 3 
 4 
6-2.  冠微小循環におけるブラジキニンに対する内皮依存性弛緩反応 5 
 冠微小循環における内皮依存性弛緩反応を評価するために、BK に対する冠血流の6 
増加量を上記と同様の条件で計測した。WT マウスにおいて、EDH 条件における内皮7 
依存性弛緩反応は、コントロールおよび NO+EDH 条件と比較して、有意に減弱して8 
いた（図 9B）。この結果とは対照的に、eNOS-KO および n/eNOS-KO マウスの内皮依9 
存性弛緩反応は、Indo および L-NNA による影響を受けなかった（図 9B）。以上の結10 
果から、WT マウスでは NO が内皮依存性弛緩反応における重要な弛緩因子としての11 
役割を担っていることが分かった。次いで、H2O2が冠微小循環において EDH 因子と12 
して働いているかを調べるために、EDH 条件にカタラーゼを加えた条件についても13 
内皮依存性弛緩反応を比較検討した（図 9B）。いずれの遺伝子型においても、カタラ14 
ーゼにより EDH 型弛緩反応が優位に減弱していた。この結果からは、いずれの遺伝15 
子型においても、H2O2が冠微小循環において EDH 因子として作用していることが示16 
された。なお、いずれの遺伝子型においても、SNP による内皮非依存性弛緩反応に差17 
はなかった（図 9C）。 18 
 19 
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6-3.  eNOS-KO マウスの冠微小循環における nNOS 由来 EDH/H2O2の代償的役割 1 
 各遺伝子型における EDH 型弛緩反応の差異を評価するために、これらのマウスの2 
EDH 条件における内皮依存性弛緩反応を比較した（図 9D）。eNOS-KO マウスの EDH3 
型弛緩反応は、WT マウスと比較して亢進していた。また、n/eNOS-KO マウスの EDH4 
型弛緩反応は、eNOS-KO マウスと比較して減弱していた。これらの結果から、nNOS5 
由来 EDH 因子/ H2O2が eNOS-KO マウスの冠微小循環において代償的な役割を担い、6 
EDH 型弛緩反応を増強させていることが示された。 7 
 8 
6-4.  eNOS-KO マウス、n/eNOS-KO マウスにおける高血圧、心肥大 9 
 eNOS-KO マウス、n/eNOS-KO マウスはいずれも収縮期および拡張期の血圧が、WT10 
マウスと比較して高かった。しかし、eNOS-KO マウス、n/eNOS-KO マウス間では有11 
意差は見られなかった（図 10A）。体重で補正した心重量は、eNOS-KO マウス、12 
n/eNOS-KO マウスではいずれも WT マウスと比較して増加していたが、eNOS-KO マ13 
ウス、n/eNOS-KO マウス間では有意差を認めなかった（図 10B）。また、心臓超音波14 
検査により計測した心室中隔厚および左室後壁厚は、eNOS-KO マウス、n/eNOS-KO15 
マウスでは WT マウスと比較して高値を示した一方で、eNOS-KO マウス、n/eNOS-KO16 
マウス間では有意差を認めなかった（図 10C、D）。これらの結果からは、eNOS-KO17 
マウス、n/eNOS-KO マウスは同程度の高血圧、心肥大を呈することが示された。 18 
 19 
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6-5.  n/eNOS-KO マウスのみで見られる左室拡張機能障害 1 
 心臓超音波検査による心機能評価では、いずれの遺伝型のマウスにおいても、左室2 
駆出率、左室内径短縮率で評価される左室収縮機能は同等であった（図 11A、B）。E/A、3 
E/e’で評価される左室拡張機能は WT マウス、eNOS-KO マウスで同等であった一方で、4 
n/eNOS-KO マウスは eNOS-KO マウス、WT マウスと比較して左室拡張機能障害を呈5 
していた（図 11C、D）。以上の結果のように、n/eNOS-KO マウスのみで左室拡張機6 
能障害が見られ、eNOS-KO マウスでは見られないことから、nNOS が eNOS 欠損状態7 
において、左室拡張機能を保護している可能性が示唆された。 8 
 9 
6-6.  eNOS-KO マウス、n/eNOS-KO マウスにおける心筋の形態学的特徴 10 
 心筋の形態学的な変化が、eNOS-KO マウス、n/eNOS-KO マウスの左室拡張機能の11 
差の原因となっているかを調べるために、心筋の組織学的解析を行った（図 12A）。12 
前述の評価方法と一致して、eNOS-KO マウスおよび n/eNOS-KO マウスの心筋断面積13 
は同等で、且つ、いずれも WT と比較して大きかった（図 12B）。心筋の線維化は、14 
WT と比較して、eNOS-KO マウス、n/eNOS-KO マウスで段階的に増加していた（図15 
12C）。また、eNOS-KO マウス、n/eNOS-KO マウスの毛細血管密度は同等で、且つ、16 
いずれも WT と比較して低下していた（図 12D）。以上の結果からは、eNOS-KO マウ17 
ス、n/eNOS-KO マウスは WT と比較すると心筋の形態学的変化を認めるものの、18 
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eNOS-KO マウス、n/eNOS-KO マウス間では心筋の構造に有意な差を認めないことが1 
示された。 2 
 3 
6-7.  eNOS-KO マウスにおける PKGⅠの酸化的活性化およびホスホランバンのリ4 
ン酸化の亢進 5 
 左心室を用いたウエスタンブロット法による蛋白解析では、eNOS-KO マウスにおい6 
て二量体化 PKGⅠが n/eNOS-KOマウスと比較して有意に増加していた（図 13A、B）。7 
さらに、酸化的に活性化した PKGⅠにより特異的にリン酸化されることが知られて8 
いる PLN のセリン 16 番リン酸化部位のリン酸化は、n/eNOS-KO マウスと比較して、9 
eNOS-KO マウスで亢進していた（図 13C、D）。PLN および SERCA2a の発現量はい10 
ずれの遺伝子型においても、有意な差は見られなかった（図 13C、E、F）。以上の結11 
果から、eNOS-KO マウスにおいて PKGⅠの酸化的活性化の亢進が、PLN の活性化12 
を介して、左室拡張機能の保護に関与していること、および、eNOS-KO マウスにお13 
いて増強された nNOS由来H2O2がこの酸化的経路に関与していることが示唆された。  14 
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7．考察 1 
 2 
本研究から得られた主要な知見は以下の通りである。第一に、EDH はマウス冠微3 
小循環の内皮依存性弛緩反応において、重要な役割を果たす。第二に、内皮由来 H2O24 
が冠微小循環においてEDH因子として機能する。第三に、nNOS由来EDHが eNOS-KO5 
マウスの冠微小循環で増強される。第四に、eNOS-KO マウス、n/eNOS-KO マウスは6 
同等の高血圧、心肥大、心筋構造の変化を示すにも関わらず、左室拡張障害は7 
n/eNOS-KO マウスのみで見られる。第五に、eNOS-KO マウスにおいて、内皮由来 H2O28 
が心筋に存在する PKGⅠ を酸化的に活性化させることで、左室拡張機能を保護し9 
ている可能性がある。本研究は、eNOS が欠損した状態において nNOS 由来 EDH 因子10 
/H2O2 が重要な代償的、心保護的な役割を果たしている可能性を示す最初の研究であ11 
る（図 14）。 12 
eNOS は生理的な条件下では、還元酵素領域から O2−を生成することが知られている13 
一方で、その補酵素であるテトラヒドロビオプテリン（BH4）や L-アルギニンが欠損14 
した病的な条件では、その二量体化構造が崩壊するアンカップリング現象により、酸15 
化酵素領域からも O2−が生成されることが知られている。L-アルギニン誘導体は後者16 
の経路のみ阻害する 33)。これまでの報告から、内皮由来 H2O2は eNOS の還元酵素領17 
域から産生される O2−から生成され、EDH 因子としての役割を担っていることが分か18 
っており、この産生経路は L-アルギニン誘導体によって影響を受けないこと、さらに19 
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マウス腸間膜動脈を用いた実験では、eNOS-KO マウスにおいては EDH 型血管弛緩反1 
応が減弱しており、残存する 2 つの NOS（nNOS、iNOS）が EDH 因子の産生源とし2 
て代償的な役割を担っていることが示されている 3)。本研究では、eNOS-KO マウスの3 
冠微小循環において EDH 型弛緩反応が WT マウスと比較して増強しており、さらに4 
n/eNOS-KO マウスで EDH 型弛緩反応が減弱していることが示された。EDH 因子は動5 
物種や血管床により、その起源や性質が異なることが広く知られている 5)-9)。従って、6 
本研究と既報の EDH 産生機構としての eNOS および nNOS の寄与度の違いは、研究7 
に用いた血管床の違いである可能性が考えられる。eNOS-KO マウスの冠微小血管で8 
は、nNOS が代償的に血管弛緩反応を調整し、その代償機構に EDH が関与している9 
可能性を示唆した報告があり 36) 37)、本研究の結果はそれらの知見と一致している。こ10 
れらの知見は、eNOS が欠損した状態において、nNOS 由来 EDH が冠循環を維持する11 
ために代償的な役割を担っていることを示している。本研究では、WT マウスの冠微12 
小循環において、NO が定常冠血流および内皮依存性弛緩反応を調節していることを13 
示した。一般的に、高血圧や糖尿病、脂質異常症などにより、eNOS 由来 NO の生体14 
内利用率が低下することで、NO 型弛緩反応が減弱する 24) 38)-40)。よって、これらの危15 
険因子によって eNOS が機能不全に陥るような病的な状態においては、nNOS 由来16 
EDH 因子/ H2O2は正常な状態と比べて、冠循環の恒常性維持により重要な役割を担っ17 
ている可能性がある。一方で、齊藤らは、過剰な内皮由来 NO により引き起こされる18 
ニトロストレスが EDH 型弛緩反応の減弱、心肥大、冠微小循環の恒常性の破綻を引19 
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き起こすことを報告している 29)。従って、eNOS が機能不全に陥る状態において、NO1 
ではなく、nNOS 由来 EDH 因子/H2O2が代償的に増強されることは理に適っていると2 
考える。以上から、eNOS の機能が悪化し、NO の生体内利用率が低下しているよう3 
な心血管病に対しては、nNOS 由来の EDH 因子/H2O2は新規の治療標的になる可能性4 
がある。 5 
近年、心拡張機能障害に、冠微小血管機能障害が強く関与している可能性が報告さ6 
れている 24) 41) 42)。その機序は十分に解明されていないが、高血圧や糖尿病、脂質異常7 
症などの疾患により引き起こされた冠微小血管の炎症、酸化ストレスが主要な病因で8 
あることが広く知られている 24) 43)。上記のような病的状態において、TNF-やインタ9 
ーロイキン-6 が炎症を惹起し、冠微小血管の機能障害を引き起こす 39)。次いで、この10 
炎症の影響により NADPH から産生された ROS は、直接的に心筋を障害し、あるい11 
は、間接的に NO の生体内利用率を低下させることで、心拡張機能に関与する心筋内12 
NO/cGMP/PKG 経路の、内皮由来 NO による活性化を妨げ、その結果、拡張障害を引13 
き起こす 24) 43)。このように、H2O2や O2−などの ROS は、心血管系にとって有害であ14 
ると考えられてきた。しかし、本研究では NOS 由来 EDH/H2O2 が冠微小循環および15 
左室拡張機能を維持していることが示され、生理的な濃度の ROS が心血管系に対し16 
て重要な役割を担っている可能性が示唆された。Scotcher らは ROS による PKGⅠの17 
二量体化（酸化的活性化）が左室拡張機能を維持するメカニズムの一つであることを18 
報告した 25)。本研究では、心臓のウエスタンブロット法による解析により、増強され19 
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た EDH 型弛緩反応を示す eNOS-KO マウスにおいて、PKGⅠの酸化的活性化が亢進1 
していることが示された。その一方で、減弱した EDH 型弛緩反応を示す n/eNOS-KO2 
マウスにおいて PKGⅠの酸化的活性化は、減弱していた。以上からは、内皮由来3 
EDH/H2O2が心筋細胞に作用し、PKGⅠの酸化的活性化を制御している可能性が考え4 
られた。心臓超音波検査では左室拡張機能障害が eNOS-KO マウスでは見られず、5 
n/eNOS-KO マウスのみで見られたことから、本研究の結果は Scotcher らの報告と矛盾6 
しない。つまり、本研究は、nNOS 由来 EDH 因子/H2O2が心筋細胞の PKGⅠの酸化7 
的活性化を介して、左室拡張能の維持に寄与している可能性があることを示したと言8 
える（図 14）。 9 
 本研究では、心筋の形態学的な解析を行った。心筋組織の解析では、eNOS-KO マ10 
ウスと n/eNOS-KO マウス間で、明らかな心筋の構造的差異は認めなかった。毛細血11 
管密度の低下と心筋線維化は拡張障害に関与していることが知られているが 44)、これ12 
ら二つの遺伝子型における左室拡張機能の差は、心筋の構造的変化より、心筋細胞内13 
のシグナル経路の変化に起因すると考えられる。酸化的に活性化した PKGⅠは特異14 
的に PLN のセリン 16 番リン酸化部位をリン酸化し、SERCA2a の脱抑制を引き起こ15 
し、心筋細胞内のカルシウムハンドリングを活性化させることで、拡張機能を調節し16 
ている 25)。実際に、本研究では、n/eNOS-KO マウスと比較して eNOS-KO マウスで、17 
PLN のセリン 16 番リン酸化部位のリン酸化が亢進しており、上記のメカニズムと矛18 
盾しない。 19 
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EDH と疾病に関して、これまでに糖尿病、高脂血症合併モデルマウスを用いた研1 
究で、微小血管である腸間膜動脈における EDH 型血管弛緩反応が減弱していること、2 
その糖尿病・高脂血症合併モデルマウスにアンギオテンシンⅡ受容体阻害薬(ARB)で3 
あるオルメサルタンを投与すると、EDH による血管弛緩反応が改善する傾向がある4 
ことが報告されている 45)。冠微小血管においても、ARB が EDH による血管弛緩反応5 
を亢進させる可能性は考えられ、その結果、冠微小循環の恒常性が維持されることで、6 
心機能、心不全の改善に寄与している可能性は考えられる。しかし、本研究で7 
eNOS-KO マウスにおいて代償的な作用を示した nNOS 由来 EDH については、ARB8 
投与の影響に関する検討が行われておらず、今後のさらなる検討が望まれる。また、9 
本研究において、n/eNOS ダブルノックアウトマウスで左室拡張機能障害が見られた10 
が、左室拡張機能障害を伴う心不全に対しては、左室収縮機能障害を伴った心不全に11 
対する標準的な治療薬である ARB や受容体遮断薬が有効でないことが示されてお12 
り 18)、未だ確立した治療法がないのが現状である。本研究は、左室拡張機能の保護に13 
おいて、nNOS 由来 EDH の重要性を示した初めての報告である。本研究の知見から14 
は、左室張機能障害に対する新規の治療法確立のため、nNOS 由来 EDH を亢進させ15 
るような方法や薬剤の開発が望まれる。本研究は、基礎的根拠となる研究報告として、16 
左室拡張機能障害に対する新規治療法の確立の一助となりうる点で、臨床的意義があ17 
ると考えられる。 18 
本研究ではいくつかの研究の限界および課題がある。第一に、eNOS と nNOS のみ19 
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ではなく、iNOS も EDH 因子の産生源としての役割を有しており 3)、本研究では1 
eNOS-KO マウスと n/eNOS-KO マウスのみしか用いていないため、冠微小血管におけ2 
る iNOS の役割も明らかにすべき課題である。第二に、本研究では、nNOS-KO マウ3 
スにおける検討を行っていない。微小血管としてマウスの腸間膜動脈を用いた研究で4 
は、eNOS-KO マウスにおいて残存した EDH が、n/eNOS-KO マウスにおいて減弱して5 
いることから、nNOS 由来 EDH が血管弛緩反応において代償的な役割を果たしてい6 
ることが示されている 3)。上記の背景があることから、本研究は、冠微小血管におい7 
て eNOS 欠損時の EDH の代償的な亢進が、nNOS 由来 EDH の代償的な役割によるも8 
のかを評価するため、nNOS-KO マウスではなく、n/eNOS-KO マウスを用い、灌流心9 
実験を行うことで検討した。冠微小血管においても、eNOS 欠損時に nNOS 由来 EDH10 
が代償的な役割を果たしていることを初めて報告した点が、本研究の意義の一つであ11 
ると考えられる。冠微小循環における NOS の役割のさらなる評価のためには、12 
nNOS-KO マウスを用いた検討は重要な意義があり、今後検討すべき課題である。第13 
三に、本研究において、nNOS による代償を示すために重要である、蛋白発現の評価、14 
組織の免疫染色、RNA 量が示されていない。上記の評価を試みたが、技術的な問題15 
あるいは、冠動脈における nNOS の発現量の少なさのためか、検出不可能であった。16 
ただ、マウス腸間膜動脈において、血管内皮における nNOS の存在は確認されており17 
3)、冠動脈においても同様に存在することが想定されるため、今後の検討課題である。18 
第四に、本研究では心臓超音波検査を左室拡張機能の評価に用いた僧帽弁口血流速度19 
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波形である拡張早期波（E 波）、心房収縮期波（A 波）の比（E/A）を、左室拡張機能1 
の指標として使用しているが、E 波および A 波は左房圧と左室圧の圧較差から生じる2 
血流により規定される指標である。よって、左室の拡張機能を直接に評価したもので3 
はないため、評価方法としては限界がある 46)。また、E 波の値と僧帽弁輪後退速度（e’4 
波）の比を取り、左室流入速度に対する左室の拡張反応を評価している E/e’も拡張機5 
能の指標として用いている。e’波は僧帽弁輪後退速度を左室全体の弛緩速度として代6 
用していることから、必ずしも左室全体の拡張機能を表しているわけではないため、7 
左室拡張能力の指標として限界がある 46）。したがって、左室内圧および左室容量を測8 
定し、左室容量に対する左室内圧の関係性を評価することで、左室拡張機能の評価が9 
可能である圧-容量計測カテーテルを用いたさらなる詳細な検討が望まれる。第五に、10 
n/eNOS-KO マウスで生じる拡張機能障害が収縮機能が保たれた心不全を発症するか11 
否かの検討を行っていない。この点に関しては、左室後負荷を上昇させる横行大動脈12 
縮窄術による圧負荷モデル等を用いることで、各マウスの後負荷増大時における、左13 
室拡張機能障害を主要な病態とした心不全の発症及び重症度を評価することが望ま14 
れる。第六に、PKGⅠの酸化的活性化、心筋組織の形態学的変化、左室拡張機能の15 
相関関係を示せていない。本研究では、それぞれの実験にそれぞれ別個体のマウスを16 
用いたため、これらの相関関係を示すことができなかった。これらの相関関係の有無17 
に関してはさらなる研究が望まれる。第七に、左室拡張機能には、本研究で示したも18 
の以外にもタイチン 47)、リアノジン受容体 48) 49)、Rho キナーゼ 34)などの様々な蛋白19 
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質が関与していることから、これらの蛋白質が nNOS 由来 EDH 因子/H2O2の代償的役1 
割による左室拡張機能維持のメカニズムに関連があるか、検討する余地がある。第八2 
に、本研究では主に PKGⅠの酸化的活性化経路に着目したが、in vitro の研究におい3 
て NO/cGMP/PKG 経路が心筋細胞の拡張機能の調節に関与することが報告されてい4 
る 50) 51)。しかし、eNOS は NO の主要な産生源の一つであるにも関わらず、正常な状5 
態の eNOS-KOマウスは拡張障害を示さないことが報告されている 52)-54)。この矛盾は、6 
少なくとも部分的には本研究で示された nNOS由来EDH因子/H2O2の代償的役割によ7 
り説明可能と考える。  8 
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8．結論 1 
 2 
EDH 因子/H2O2は NO とともに、冠微小循環の恒常性において重要な役割を果たし3 
ている。さらに、eNOS が欠損した状態では、nNOS 由来 EDH 因子/H2O2が代償的に4 
働くことで左室拡張機能を保護している可能性がある。 5 
  6 
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12．図の説明 1 
 2 
図１ 血管内皮細胞による血管トーヌスの調節 3 
 血管内皮細胞は、内皮由来弛緩因子と総称される因子を産生、遊離することで血管4 
平滑筋に作用し、血管トーヌスの調節を行っている。AMPK1 (adenosine 5 
monophosphate-activated protein kinase 1; AMP 活性化プロテインキナーゼ1)、CaM6 
（calmodulin; カルモジュリン）、CaMKK（calmodulin-dependent protein kinase kinase ; 7 
カルモジュリン依存性プロテインキナーゼキナーゼ）、cAMP（cyclic adenosine 8 
monophosphate; 環状アデノシン一リン酸）、cGMP（cyclic guanosine monophosphate; 環9 
状グアノシン一リン酸）、COX（cyclooxygenase; シクロオキシゲナーゼ）、EET10 
（epoxyeicosatrienoic acids; エポキシエイコサトリエン酸）、eNOS（endothelial nitric 11 
oxide synthase; 内皮型一酸化窒素合成酵素）、EOX（epoxygenase; エポキシゲナーゼ）、12 
Gq/Gi/o （ Gq/Gi/o protein-coupled receptor; Gq/Gi/o 蛋 白 共 役 受 容 体 ）、 HETEs13 
（hydroxyeicosatetraenoic acids; ヒドロキシエイコサテトラエン酸）、H2O2（hydrogen 14 
peroxide; 過酸化水素）、KCa（calcium-activated potassium channel; カルシウム依存性カ15 
リウムチャネル）、KIR（inwardly rectifying potassium channel; 内向き整流カリウムチャ16 
ネル）、LOX（lipoxygenase; リポキシゲナーゼ）、LTs（leukotrienes; ロイコトリエン類）、17 
NO（nitric oxide; 一酸化窒素）、ONOO-（peroxynitrite; ペルオキシナイトライト）、PGI218 
（prostacyclin; プロスタサイクリン）、PKGⅠ （protein kinase GⅠ; プロテインキ19 
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ナーゼ GⅠ）、PLA2（phospholipase A2; ホスホリパーゼ A2）、PLC（phospholipase C; ホ1 
スホリパーゼ C）、SOD（superoxide dismutase; スーパーオキシドジスムターゼ） 2 
（文献 1 より改変引用） 3 
 4 
図 2  ラットの摘出血管を用いた等尺性張力測定実験 5 
ラットの摘出血管を用いた等尺性張力測定実験の結果である。各種阻害薬を用いた6 
条件下で Ach に対する血管弛緩反応の用量反応曲線である。PGI2 による弛緩成分、7 
NO による弛緩成分（青）、EDH による弛緩成分（黄）を評価している。左から順に、8 
大動脈、腸間膜動脈近位部、腸間膜動脈遠位部の血管を用いた実験結果であり、右側9 
に行くにつれ、血管径の細い血管を用いた実験結果になる。PGI2成分はいずれの血管10 
においても血管反応における寄与度は少ない。NO 成分は血管径小さくなるにつれ、11 
その寄与度は低くなっている。一方で、EDH 成分は血管径が小さくなるにつれ、そ12 
の寄与度が増している。Ach（Acetylcholine; アセチルコリン）、Indo （Indomethacin; イ13 
ンドメタシン）、L-NAME（N-nitro-L-arginine methyl ester hydrochloride; N-ニトロ-L-14 
アルギニンメチルエステル塩酸塩） 15 
（文献 12 より改変引用） 16 
 17 
図 3 血管径に応じた内皮由来弛緩因子の寄与度 18 
内皮依存性弛緩反応において、3 種類の内皮由来弛緩因子は、血管径に応じた寄与19 
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度の違いがある。血管拡張性プロスタグランジン類（主に PGI2）は、寄与度は低いが1 
血管径に関係なくほぼ一定の役割がある。導管血管では NO が主体となっており、血2 
管径が細くなるにつれて EDH の役割が大きくなる。 3 
（文献 1 より改変引用） 4 
 5 
図 4  一酸化窒素合成酵素の段階的な欠損が内皮依存性過分極反応に与える影響 6 
NOS の３つのアイソフォームである eNOS、nNOS、iNOS を段階的にノックアウト7 
させたマウスの腸間膜動脈を用い、図 2 と同様に等尺性張力測定実験を行った際の用8 
量反応曲線である。PGI2による弛緩成分（桃）、NO による弛緩成分（青）、EDH によ9 
る弛緩成分（橙）を評価している。微小血管において、eNOS をノックアウトさせる10 
ことで、EDH 成分が低下し、さらに nNOS、iNOS を段階的に欠損させた（n/eNOS ダ11 
ブルノックアウト、n/i/eNOS トリプルノックアウト）マウスにおいて、NOS のノック12 
アウトに応じて、段階的に EDH 型弛緩反応が減弱し、全ての NOS のアイソフォーム13 
をノックアウトさせたマウスにおいては、EDH 型弛緩反応がほとんど見られなくな14 
る。Apm（Apamain、アパミン）、CTx（カリブトトキシン）、L-NNA（N-nitro-L-arginine; 15 
N

-ニトロ-L-アルギニン）、NOS（nitric oxide synthase、一酸化窒素合成酵素）、eNOS16 
（endothelial NOS、内皮型 NOS）、nNOS（neuronal NOS、神経型 NOS）、iNOS（inducible 17 
NOS、誘導型 NOS） 18 
（文献 3 より改変引用） 19 
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 1 
 2 
図 5 血管径に応じた一酸化窒素合成酵素の生物学的多様性 3 
eNOS、nNOS、iNOS は、導管血管においては NO の産生源として機能する一方で、4 
抵抗血管においては、EDH/H2O2の由来となる O2
-・の産生源として機能しており、NOS5 
は血管径に応じた生物学的多様性を有している。Cu, Zn-SOD（copper, zinc-superoxide 6 
dismutase; 銅、亜鉛スーパーオキシドジスムターゼ）、O2
-・（superoxide anion、スーパ7 
ーオキシドアニオン）、sGC（soluble guanylate cyclase; 可溶性グアニル酸シクラーゼ） 8 
（文献 3、13 より改変引用） 9 
 10 
図 6 心不全患者の予後の比較 11 
 収縮機能障害を伴う心不全患者および収縮機能が保たれた心不全患者のカプラン12 
マイヤー生存曲線。収縮機能障害を伴う心不全患者の方が生命予後は悪いが、その差13 
はごくわずかであり、以前からの想定より収縮機能が保たれた心不全患者の予後は良14 
くないことが示された。 15 
（文献 22 より改変引用） 16 
 17 
図 7  Langendorff 式灌流心実験装置 18 
Langendorff式灌流心実験装置の実験系の模式図である。装置全体は 37℃に保たれ、19 
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回路内には、95％酸素及び 5％二酸化炭素を通気した Klebs-Henseleit 緩衝液を矢印の1 
方向で灌流させた。心臓の上行大動脈を装置の先端に取り付け、逆行性に冠動脈へ灌2 
流させた。400 回/分でペーシングを行いながら、80 mmHg の定圧で灌流させた条件3 
で、冠血流量を測定した。実験装置の回路中には、二つのチャンバーが並列に設置さ4 
れている。一方にアゴニストが入っており、回路の途中にある三方活栓を切り替える5 
ことで、心臓へのアゴニスト投与を行った。 6 
 7 
 8 
図 8 灌流心実験における冠血流量の評価方法  9 
冠血流量の記録。定常冠血流量は血管弛緩アゴニストを投与する前の冠血流量と定10 
義した。冠血流増加量は、アゴニスト投与後の最大冠血流量と定常冠血流量の差とし11 
て算出した。冠血流量は心重量で補正した。 12 
 13 
図 9 マウス冠微小循環における内皮依存性弛緩反応  14 
A：コントロール（阻害薬非存在下）、NO+EDH 条件［Indo（10-5 mol/L）存在下］、15 
EDH 条件［I+L、Indo（10-5 mol/L）および L-NNA（10-4 mol/l）存在下］、EDH 条件に16 
加えカタラーゼ（750 U/ml）を追加した条件における定常冠血流量。WT マウス、17 
eNOS-KO マウスはコントロール、NO＋EDH 条件、EDH 条件でそれぞれ n=7。EDH18 
条件にカタラーゼを追加した条件では、WTマウス、eNOS-KOマウスでそれぞれ n=5。19 
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n/eNOS-KO マウスはコントロール、NO+EDH 条件、EDH 条件でそれぞれ n=6、7、7。1 
EDH 条件にカタラーゼを追加した条件で n=5。B：ブラジキニンに対する内皮依存性2 
血管弛緩反応。WT マウス、eNOS-KO マウスはコントロール、NO＋EDH 条件、EDH3 
条件でそれぞれ n=7。EDH 条件にカタラーゼを追加した条件では、WT マウス、4 
eNOS-KO マウスでそれぞれ n=5。n/eNOS-KO マウスはコントロール、NO+EDH 条件、5 
EDH 条件でそれぞれ n=6、7、7。C：各遺伝子型における SNP（10-5 mol/L）に対する6 
内皮非依存性血管弛緩反応（n=各 7）。F：各遺伝子型における EDH 型弛緩反応の比7 
較（n=各 7）。結果を平均値±標準誤差として示す。* P<0.05。KO（knock-out、ノッ8 
クアウト）、SNP（sodium nitroprusside、ニトロプルシドナトリウム） 9 
。 10 
 11 
図 10 血圧および心重量の比較 12 
A：tail-cuff system により計測した血圧（n=各 7）。B：心重量/体重比（n=各 7）。C、13 
D：超音波検査により計測した心室中隔厚、左室後壁厚（n=各 11）。結果を平均値±14 
標準誤差として示す。* P<0.05。 15 
 16 
図 11 超音波検査による心機能評価 17 
 A、B：左室駆出率および左室内径短縮率（それぞれ n=各 11）。これらは心拍数18 
を約 500 回/分に調整した状態で計測した。C、D：E/A および E/e’ （それぞれ n=各19 
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11）。これらは心拍数を約 450 回/分に調整した状態で計測した。結果を平均値±標準1 
誤差として示す。* P<0.05。 2 
 3 
図 12 心筋の組織学的分析 4 
A：心筋組織の画像。上段が HE 染色、中段が MT 染色、下段が抗 CD31 抗体によ5 
る免疫染色。B：HE 染色から得た心筋断面積の定量的分析（n=各 5）。C：MT 染色に6 
より得られた心筋線維化の割合の定量的分析（n=各 5）。D：抗 CD31 抗体による免疫7 
染色から得られた毛細血管密度の定量的分析（n=各 5）。結果を平均値±標準誤差と8 
して示す。* P<0.05。HE（Hematoxylin-Eosin、ヘマトキシリン－エオジン）、MT9 
（Masson-Trichrome、マッソン－トリクロム） 10 
 11 
 12 
図 13 eNOS-KO マウスにおいて維持された拡張機能のメカニズム 13 
 心臓を用いて、ウエスタンブロット法による蛋白解析を行った。A、B：二量体化14 
PKGⅠの解析（n=各 7）。C：SERCA2a、PLN、PLN のセリン 16 番リン酸化部位の15 
リン酸化、GAPDH の結果を示す。D-F：各棒グラフは、各蛋白の発現またはリン酸16 
化レベルを示す。 蛋白発現量を GAPDH で補正し、各蛋白のリン酸化の程度は総蛋17 
白発現量で補正した（いずれも n=各 7）。結果を平均値±標準誤差として示す。* P<0.05。18 
GAPDH（Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase、グリセルアルデヒド-3-リン酸デ19 
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ヒドロゲナーゼ）、 PLN （ phospholamban 、ホスホランバン）、 SERCA2a1 
（Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase 2a、筋小胞体/小胞体 Ca2+-ATP ア2 
ーゼ 2a） 3 
 4 
図 14 本研究の知見のまとめ 5 
 WT マウスの冠微小循環においては、NOS 由来の EDH 因子および NO は生理的な6 
バランスが保たれており、それぞれ血管平滑筋、心筋において PKGⅠの酸化的活性7 
化経路および NO/cGMP/PKG 経路を活性化させることで、冠循環および心拡張能を調8 
節している。eNOS が欠損した状態では、nNOS 由来の EDH 因子/H2O2が代償的に増9 
強されることで、血管平滑筋および心筋における PKGI酸化的活性化経路が活性化さ10 
れ、冠循環および心拡張能が維持される。さらに nNOS が欠損してしまうと nNOS 由11 
来 EDH 因子/H2O2の代償的な働きが消失し、冠循環および心拡張能が悪化する。L-Arg12 
（L-Arginine; L-アルギニン）、L-Cit（L-Citrulline; L-シトルリン）  13 
   
54 
 
13. 図 1 
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（文献 14 より改変引用） 5 
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（文献 1 より改変引用） 6 
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（文献 3 より改変引用） 6 
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（文献 3、13 より改変引用） 6 
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（文献 22 より改変引用）  6 
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